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論 文 内 容 要 旨
序 論
ポリアミンは、すべての生体内に存在する1級 または2級 アミノ基を2個 以上有す る、低分子
の脂肪族アミン類の総称である。代表的なポ リアミンであるプ トレシン、スペルミジン、および
スペルミンは、核酸やタンパク質合成の促進作用および酵素活性の調節作用を持ち、細胞の成長
や発生 ・分化 に必須であることが明 らかとなっている。カダベリンは最も単純なポリアミンの一
種であるが、動物細胞では見出されないことや、原核細胞において も酸性条件下で誘導的に合成
される事実か ら単にpH調 節に関与する物質であるとされ、上記3種 類のポリアミンと比較して
ほとんど研究がなされていなかった。
ところがKamioらによ り、Se1θηomo蝦s川㎜[ηan孟fαm(1981年)やVθfπo刀ella(1987年)お
よび数種のルーメン細菌のペプチ ドグリカンにカダベ リンが共有結合 して存在 していることが見
出され、その特異な生理機能が注目されるようになった。5。rum加anだumは、緬羊のルーメン
内から単離 されたグラム陰性の偏性嫌気性細菌であるが、外膜および内膜 を構成する主 リン脂質
がプラスマロゲンとなっているなど、特徴的な表層膜構造を有す ることがKamioらにより報告さ
れている。一般のグラム陰性菌のペプチ ドグリカン層 にはムレイ ンリポタンパク質が結合 してお
り、外膜を細胞壁にっなぎとめて安定化している。ところがS,川m加an亡fumはムレインリポタ
ンパク質を欠損 してお り、これに替わるかのように、ペプチ ドグリカンのD一 グルタミン酸残基の
α一カルポキシル基はすべて、共有結合したカダベリンにより飽和されている(Fig。D。カダベ リ
ン合成阻害剤を用いた研究から、本菌におけるペプチ ドグリカン結合カダベリンの存在は細胞分









性質を持っている。(2)決定された24残 基のN末 端 アミノ酸配列が、既知の細菌のLDCと は
全く異なっている。さらに興味深いことに、(3)本酵素はL一リジンだけでなく レオルニチンも基
質として認識 し、反感産物としてプトレシンを生成す ることが確認された(Fig。2)。一般にアミノ









構造 との関係 について、変異酵素を作製 して解析を行った。また、本菌の生育に伴 って起 こる
LDC活性の厳密な発現調節について検討を行った。
第1章&摺m'ηaη 佃mの 生育に伴 うLDC活 性の発現調節
本菌のLDC活 性の発現は、菌体の生育とともに厳密な調節を受けてお り、生育の定常期初期に
お いて活性の急激な低下が起 こる。本章では、この制御が転写 レベルで起こっているのか、それ
ともタンパク質レベルであるのかを検討した。
5.摺m加aη亡加 η を37℃、嫌気条件下、グルコースを炭素源とする培地で培養 し、菌体の生育
とmc活 性を測定した。また、LDCのmRNA量:とタンパク質量の経時的な変動をそれぞれノ
ーザンおよびウエスタンブロッティングにより解析した(Fig。3)。対数増殖期においてLDC活 性
は菌体の生育 とともに上昇し、培養4,5時 間後に最大に達 した。その後、菌体の生育が定常期に
入ると活性 は急激に減少 し、培養7時 間後には完全に消失した。LDCmRNA量は4時 間後に、
タンパク質量は4.5時間後にそれぞれ最大とな り、どち らもその後減少していた。しか しmRNA
量 は5時 間後以降に最大時の約29%で 一定になるのに対し、タンパク質は7時 間後にはまった





境に活性と共 に急激な減少が起 こっていた。対数増殖期の間LDCに より生成したカダペリンは、
構成成分としてペプチ ドグリカンにとり込まれていく。しかし、定常期に入る4.5～5時 間後に
はペプチ ドグ リカンのα一カルボキシル基はカダベリンで飽和し、過剰 となった遊離のカダベ リン












精製 法の改 良 は、疎 水 クロマ トグラ フィー を基本 と して試み た。菌体 の フレンチ プ レス破砕 液
の上清 を回収 し、Buty1-Toyopearl、Phenyl-5PW、DEAE-5PW、HA-1000を用いたカ ラムク
ロマ トグ ラフィーを行 い、600の培養液(125.7g湿菌体)か ら、総活性54.3nkat、350μgの精
製酵 素標品 を得 た(Table1およびFig.5)。最初の2段 階の疎水ク ロマ トグラフィーで比活性 が
302倍に上昇 し、 このステップが大変 有効であ ることが 示 された。
2-2リシルエンドペプチダーゼによるLDCの断片化とアミノ酸配列分析
LDCの 精製標品をリシルエンドペプチダーゼにより限定分解 し、得られたペプチ ド断片のうち
6本の内部アミノ酸配列を決定 した(Fig。6)。
第3章LDC遺 伝子のクローニングおよび一次構造解析
第2章 で決定 したア ミノ酸配 列の情 報 をもとに、本章で はLDC遺 伝子(1dc)のク ローニ ングを
行い、5.㎜iηaロがumLDCの 一次構 造 を解明 した。
3-1LDC遺 伝子の クローニ ング
LDCのN末 端 および内部ア ミノ酸配列をも とにdegenerateプライマー を作製 し、Sれ1m1L
ηaη亡fロmの染色体DNAを 鋳型 としてPCRを 行 った。 まず、本酵素のN末 端側約1/7を コー ド
す る152bpの 断片が 得 られ 、さ らに この配列 を もとに して967bpの 断片 を得た(Fig.7)。これ
らの断片 の推 定ア ミノ酸配列中 には、2-2で 決定 した内部 アミノ酸配列 のすべてが含 まれてい
た。967bpの 断片をプ ローブに した、S,rumllnan亡fロmの各種制限酵素消化ゲ ノム とのサザ ンハ
イブ リダイゼ ー ションの結果 をFig.8に示した。約3.9kbpのEcoRI消化断片 を含むゲ ノム ラ
イブ ラリー を作 製 し、コ ロニーハイブ リダイゼ ー ションによるスク リーニ ングを100,000株以上
行ったが、陽性 ク ロー ンを得る ことができなか った。 このた めEcoRIカ セ ッ トを用 いたPCR
(Fig.7)によって1dcを含 む3,858bpの塩基配列 を決定 した(F19.9)。また、1dcのプ ロモータ
ー領域 につ いて








明 らかとされたが、本LDCの 二次構造予測を行った ところマウスODCの 二次構造と67%一致
し、これら2つの酵素が高次構造においても類似していることが示唆された。
原核生物のLDC及 びODCと 真核生物のODCと は、一次及び高次構造において大きく異なる
ことが報告されている。しかし本研究で、進化の過程では原始的な位置にある偏性嫌気性細菌の
本菌が真核型の酵素を有 していることが明 らかとなった。S.τum加an亡拍mが 真核生物に近いこ
とは、本菌の膜構成脂質にプラスマロゲンやグ リセ リルエーテル型リン脂質が含まれていること
か らも示唆される。本研究室ではごく最近、S.rロm加a謝ロmと 同じくペプチ ドグリカンにポリ
アミンを有するVeπ10ne1Zaparvulaにおいても真核型の酵素の存在を見出 した(小 野 ら、未発
表)。また、1999年に超好熱菌のTbe㎜oめgamar漉nlaの全ゲノム配列が報告されたが、この
















真核 生物のODCの アミ ノ酸配列 との比較か ら、マ ウスODCに おける補酵 素 ピリ ドキサ ール燐
酸(PLP>の結合す るK69、基質 アナ ログ阻害剤DFMOの 結合 部位C360、基質 のアミ ノ基 と相互
作用す るD361に一致 し、 いずれ も基質 との相互作用 に最 も重 要 と思われ る本酵 素のK51お よび
C323D324周辺 で、両者 のアミノ酸が異な る3つ の領域(Table2、BoxA,BoxB,及びBoxC)に
注 目 した。 本酵素 のそれぞれのBQXに お いて 、マウスODCの アミノ酸残基 に置換する変異 を導
入 し、変異酵 素を大腸菌で発現 させて菌体 破砕液のODCお よ びLDC活 性 を測定 した。BoxA














2.本酵素の精製法に改良を加え、従来の2倍 の収量を得 られる、疎水クロマ トグラフィーを基本
とした新 しい精製法を確立した。
3.精製 したLDCのN末 端および内部アミノ酸配列の情報 をもとに、PCR法により本酵素遺伝
子を含む3,858bpの塩基配列を決定した。
4.本酵素の全長393残基の推定アミノ酸配列は、既知の細菌のLDCやODCと ではなく、真核
生物のODCと 約60%の相同性を示 した。さらに、真核生物のODCに おいて活性中心の形
成に重要なアミノ酸残基は、本H)Cで もすべて一致していた。
5.本酵素の補酵素PLP結合部位周辺の4ア ミノ酸残基A44G45V46/P54を、オルニチンに特異的
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Fig.11.Aminoacidsequencea且ig疑mentoft恥eLDCfセom畠 π燃 伽 π伽 擢witぬtheorni伽ne

















































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
ヒツジのルーメ ン内か ら単離 されたグラム陰性の偏性嫌気性細菌SeZεπo瀧oπαs彫濡加απ伽 配のペ プ
チ ドグ リカンには,ジ ア ミンの一種であ るカダベ リンが共有結合 してお り,外 膜の安定化 な らびに細胞
分裂 に重要 な役割 を演 じている。 カダベ リンを合成す るリジ ン脱炭酸酵素(LDC)は,一般 に酸 性条件 や
リジ ンによる誘導酵素 として知 られていたが,本 菌のLDCは構成的な酵素であ り,分 子量な どの物理化
学 的性質 も既知 のLDCとは異なっている。 さらに,本 酵素 は リジンだけでな くオルニチ ンも基質 として
認識 し,プ トレシンを生成す る機能 も有 してお り,現 在報告 されているアミノ酸脱炭酸酵素の中では2つ
のア ミノ酸 に同程度 に作用す る唯一の酵素であ る。 これ らの特徴か ら,本LDCは 他 の細菌の もの とは進
化 的な起源が異 なる新規の酵素 である ことが期待 され ていた。
本研究 において,本 研究者は以下の事項 を明 らか に した。(1)まず,煩 雑であ った本酵素の従来 の精製
法 に改良 を加 えて新 しい精製法 を確立 し,2倍 の収量 で得 たLDCの精製標 品を用いてN末 端お よび内部
ア ミノ最配列 を決定 した。(2)得られたア ミノ酸 配列 の情報 をもとにPCRによって本 酵素遺伝子 を含 む
3,858bpの塩基配列 を決定 し,そ の特性 と本酵素 の一次構造 を明 らかに した。(3)本酵素め推定 ア ミノ酸
配列393残基は,既 知 の細菌の酵素 とではな く,真核生物の オルニチ ン脱炭酸酵素(ODC)と約60%の相同
性 を有 し,活 性 中心形成に重要 なア ミノ酸残基 もすべて一致 してい るこ とが判 明 した。細 菌における真
核型ODC様酵素の存在の報告 は これが初め てであ るが,全 ゲノム配列が報告 されてい る2種の好熱細菌
を含め,真 正細菌の中に真核型の酵素 を持つ一群があ ることが示唆 された。(4)菌体の生 育に伴 うLDC活
性 の厳密な発現調節 について,酵 素 タンパ ク質量 およびmRNA量 の変動 をWestemおよびNorthernblot
によ り解析 し,定 常期初期 に起 こる活性の急激 な低 下が,酵 素 タ ンパ ク質の速 やか な分解 によるこ とを
明 らかに した。(5)本酵素 とオルニチ ンに高い特異性 を示す真核生物 のODCのア ミノ酸配列 の比較 か ら,
本酵素の リジ ンとオルニチ ンの識別 に関わ るア ミノ酸残基 を推定 し,部 位特異的変異法 に よりLDC変異
酵素 を作製 して基質特異性の変化 を解析 した。補酵 素結 合部位 周辺の4ア ミノ酸残 基A44G45V461P54
を,マ ウスODCの ア ミノ酸残基V62T63P64!D72に置換 す ることで,野 生型 に比べ てオルニチ ンに対 す
る特異性が4。6倍高 まった,オ ルニチ ンを優先的 に認 識す る変異酵 素の作成 に成功 した。
以上のように本研 究は,S.rπ鵬加απ伽mLDCの 遺伝子 の構造 を解明 し,本酵 素の活性発現調節機構,
及 び2つのア ミノ酸 を認識す る機 能 と構造に関 して検討 した ものであ り,審査 員一同は,本 研究者 に博士
(農学)の学位 を授与す るの に値す るもの と認定 した。
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